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ReSumen
introDuCCión
Los microorganismos del rumen son los responsables de la digestión del material vegetal que consumen los rumiantes. Las 
bacterias celulolíticas poseen la capacidad de degradar carbohidratos estructurales, por lo cual la abundancia y actividad 
enzimática de éstas es esencial para la formulación de estrategias de manipulación de la fermentación ruminal.
obJetivo
Comparar los métodos de cuantificación de crecimiento bacteriano: número más probable, recuento de células viables en 
placa y Roll-tube para la enumeración de bacterias celulolíticas del rumen. 
materiales y métoDos
Estudio experimental comparativo. Se evaluaron tres métodos de cuantificación de crecimiento bacteriano: número más 
probable, recuento de células viables en placa y Roll-tube, con respecto a la densidad y diversidad de bacterias celulolíticas 
ruminales en muestras de contenido ruminal recolectadas de dos hembras de raza Holstein canuladas al rumen.
resultaDos
Se observó correlación positiva, de tipo alta con significancia estadística (0,826; p = 0,000) entre la cuantificación de 
células viables por el método de Roll-Tube y la cuantificación en placa, y una correlación negativa y de tipo moderada 
débil entre la cuantificación de células viables obtenidas por el método del número más probable con el método Roll-Tube 
(-0,514; p = 0,237), y negativa y de tipo débil entre la cuantificación con el método de número más probable y recuento 
en placa (-0,374; p = 0,147). Los resultados del coeficiente de determinación corroboran este dato. Con el número 
más probable se detectó baja diversidad, mientras que los métodos de recuento de células viables en placa y Roll-Tube 
mostraron consistencia respecto a densidad y diversidad de bacterias. 
ConClusiones
Los resultados sugieren que la técnica de recuento de células viables en placa puede ser la más adecuada para cuantificar 
bacterias celulolíticas ruminales.
palabras Claves
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SummaRY
introDuCtion
Rumen microorganisms are responsible for digestion 
of  plants material consumed by ruminants. Cellulo-
lytic bacteria have the ability to degrade structural car-
bohydrates, so the abundance and enzymatic activity 
of  these is essential for developing strategies to mani-
pulate the rumen fermentation.
obJeCtive
Compare the methods for quantification of  bacterial 
growth: most probable number, viable cell count and 
Roll-tube plate for enumeration of  rumen bacteria.
materials anD metHoDs
Comparative experimental study. We evaluated three 
methods for quantification of  bacterial growth: most 
probable number, viable cell count and Roll-tube plate 
with respect to the density and diversity of  ruminal 
cellulolytic bacteria in rumen fluid samples collected 
from two cannulated Holstein females to rumen.
results
High and positive correlation was observed with 
statistical significance (0.826; p=0.000) between the 
quantification of  viable cells by the Roll Tube method 
and the plaque viable cells quantification method. 
Another correlation, this time negative, moderated 
and weak, was observed between the quantification 
of  viable cells obtained by the “most probable 
number” method with the Roll Tube method and the 
plaque method too. (-0.514; p=0.237;-0.374; p=0.147 
respectively). The results from the determination 
coefficient corroborate this information. On the one 
hand, the “most probable number” method detected 
low diversity, on the other hand the other methods 
(Roll Tube and plaque), demonstrated consistency 
with regard to density and bacteria diversity.
ConClusions
The data suggest that the technique of  counting 
viable cells in plaque may be most appropriate to 
quantify ruminal cellulolytic bacteria
Key worDs
Anaerobic bacteria cellulolytic activity. Laboratory 
techniques and procedures. Rumen. Rumen 
microorganisms.
IntROduccIÓn
La digestión de los rumiantes funciona a través de 
las relaciones simbióticas que se establecen entre 
diferentes microorganismos que habitan el rumen: 
bacterias, protozoos, hongos, arqueas y virus.1,2 En el 
ecosistema ruminal se lleva a cabo la conversión del 
material vegetal consumido por los animales, posee 
un potencial redox bajo y un suministro constante de 
nutrientes, que favorecen el crecimiento de diversos 
microorganismos, en su mayoría anaerobios estric-
tos.1,3,4 Las bacterias son el grupo más abundante de 
microorganismos presentes en el rumen, su variación 
está determinada en gran medida por la dieta sumi-
nistrada al animal, que en las condiciones de regiones 
tropicales la constituyen predominantemente los pas-
tos. Las bacterias ruminales participan en la degrada-
ción de los carbohidratos estructurales como la celu-
losa y la hemicelulosa,5-8 en glucosa y oligosacaridos, 
que son utilizados por varios microorganismos para la 
producción de ácidos grasos volátiles (AGV), fuente 
principal de energía para los rumiantes.9,10
El conocimiento de la densidad y diversidad de 
la población de bacterias ruminales encargadas del 
flujo de carbono en este ambiente anaerobio es una 
condición básica para la caracterización de la diná-
mica del ecosistema ruminal.11 Para el estudio de los 
microorganismos ruminales se requieren condiciones 
de anaerobiosis estricta que conserven la viabilidad in 
vitro de las bacterias del rumen,8,11 por lo tanto, es ne-
cesario implementar tales condiciones en el ambiente 
de cultivo in vitro para garantizar el potencial redox y 
las fuentes de energía requeridas para el crecimiento 
de las poblaciones de bacterias ruminales.12,13
Entre las técnicas más utilizadas para la enume-
ración de la microbiota ruminal está el método de 
recuento de células viables en Roll-tube, desarrollado 
por Hungate en 1940,3 el cual consiguió aislamientos 
de una gran diversidad de especies de bacterias celulí-
ticas,3,14 consolidándola como el mejor método de cul-
tivo y de recuento, en comparación con otras técnicas 
de cultivo utilizadas previamente.15-17 Sin embargo, 
no existen datos comparativos de la eficiencia de esta 
técnica con otros métodos utilizados para el recuento 
de microorganismos ruminales, tales como: número 
más probable (NMP)18 y recuento de células viables 
en placa, el cual permite, al mismo tiempo, la cuan-
tificación y el aislamiento de las bacterias.19 Disponer 
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de un método práctico y confiable para el recuento de 
microorganismos ruminales dará nuevas perspectivas 
a esta rama de la microbiología veterinaria, al permitir 
un estudio más detallado del ecosistema ruminal y el 
aislamiento y cultivo de microorganismos que hasta la 
fecha no se han podido cultivar.15 El presente trabajo 
tiene como objetivo comparar los métodos de cuanti-
ficación de crecimiento bacteriano: número más pro-
bable, recuento de células viables en placa y recuento 
de células viables en Roll-Tube, con respecto a la esti-
mación de la densidad y diversidad de bacterias celu-
lolíticas ruminales en muestras de contenido ruminal 
recolectadas de dos hembras bovinas de raza Holstein 
canuladas al rumen.
mateRIaLeS Y métOdOS
aspeCtos étiCos
Este trabajo contó con el aval del Comité de Ética en 
Investigación Animal, de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Medellín, acta número 07 del 24 de 
noviembre del 2008, que permitió la canulación de los 
bovinos muestreados para este trabajo. 
muestras De fluiDo ruminal
Para la comparación de los métodos de cuantifica-
ción de crecimiento bacteriano: número más proba-
ble, recuento de células viables en placa y recuento de 
células viables en Roll-Tube, el contenido ruminal se 
obtuvo de dos hembras de la raza Holstein canuladas 
al rumen. Estas vacas se encontraban bajo pastoreo 
en potreros de pasto Kikuyo (Peninsetum clandestinum) 
en la Hacienda La Montaña de la Universidad de An-
tioquia, ubicada en el municipio de San Pedro de los 
Milagros a una altitud altura de 2.500 msnm y una 
temperatura promedio de 14ºC.
obtenCión y ClarifiCaCión Del fluiDo ruminal 
para suplementar los meDios De Cultivo
A través de cánula ruminal se recolectaron aproxima-
damente 3 L de fluido utilizando una sonda acoplada 
a una jeringa de 50 mL (Bar Diamond, Parma, Idaho, 
USA). El fluido ruminal se almacenó durante una 
hora a 4°C para permitir la precipitación del material 
particulado de mayor tamaño; posteriormente, se fil-
tró en cuatro capas de muselina y se centrifugó a 4.500 
rpm por 20 minutos y 8.000 rpm por 30 minutos, para 
eliminar el material particulado más fino y los micro-
organismos ruminales de mayor tamaño. El fluido ru-
minal clarificado se congeló a -20ºC en alícuotas de 
45 mL para su uso posterior en la preparación de los 
medios de cultivo.8,20
Para la preparación del medio de dilución y de 
cultivo de bacterias celulolíticas viables se usaron los 
componentes y concentraciones recomendadas por 
Grubb and Dehoroty.18 Para la formación de la pelícu-
la de agar en los tubos de cultivo y en las cajas de Petri 
se adicionó agar a una concentración final de 1,5%.21
proCesamiento De la muestra
Se recolectaron 20 g de contenido ruminal, el cual fue 
diluido en 180 mL de solución de dilución aneróbica, 
se homogenizó en licuadora por tres minutos bajo flu-
jo constante de N2, y se incubó a 39°C. Se tomó 1 mL 
de la muestra homogenizada, se realizaron dilucio-
nes seriadas de 10-2 hasta 10-6, y las diluciones 10-3 
a 10-6 se inocularon por triplicado en los medios de 
cultivo para el recuento de bacterias celulolíticas rumi-
nales mediante las técnicas de Roll-Tube, NMP y re-
cuento en placa, de la siguiente manera: en el método 
Roll-Tube y NMP, se adicionó 1 mL de las diluciones 
10-3 a 10-6 a través del tapón de caucho, usando una 
jeringa gasificada previamente con N2. En el método 
de recuento de células viables en placa, la muestra se 
sembró por estría con asa calibrada de 0,01 mL en la 
cámara de anaerobiosis (Bactron II, Shel Lab, USA), 
todos los cultivos se incubaron a 39 ºC durante 72 h. 
reCuento De baCterias CelulolítiCas ruminales 
Para el recuento de las bacterias celulolíticas viables se 
determinó el número de unidades formadoras de co-
lonias (UFC) obtenidas en las tres réplicas de siembra 
para cada dilución en los métodos de recuento de cé-
lulas viables en placa y recuento de células viables en 
Roll-Tube, en la técnica número más probable se verifi-
có el crecimiento de bacterias mediante la observación 
de turbidez en el medio de cultivo y la disminución del 
pH (> 0,2 unidades) después de la incubación, se deter-
minó el número de unidades formadoras de colonias 
siguiendo la tabla de NMP reportada por Dehority.15
CaraCterizaCión morfológiCa 
De las baCterias CelulolítiCas 
Para los métodos de recuento de células viables en 
placa y recuento de células viables en Roll-tube, se rea-
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lizó la evaluación de las colonias obtenidas mediante 
la observación directa de cada colonia en un estéreo-
microscopio (Olympus modelo SZ61, USA), adicional-
mente se realizó tinción de Gram con modificación de 
Koppelof22 y se observaron en el microscopio (Nikon, 
modelo Eclipse E200, USA). De acuerdo a las caracte-
rísticas encontradas en la morfología de las células y de 
las colonias, se determinaron posibles géneros de bac-
terias celulíticas presentes en las muestras de contenido 
ruminal teniendo como referencia las características re-
portadas por Rodríguez et al.22
análisis estaDístiCo
Se verificó la normalidad del conjunto de datos con 
base en la prueba de Shapiro-Wilk (p ≤ 0,05). Poste-
riormente, se estimo el coeficiente de correlación de 
Spearman (rho) y el coeficiente de determinación (R2) 
para calcular el porcentaje de variabilidad de los datos. 
Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo en 
el programa SPSS versión 18 para MS Windows XP.
ReSuLtadOS
ComparaCión De los métoDos De CuantifiCaCión 
De baCterias CelulolítiCas ruminales
Con la estimación del coeficiente de correlación de 
Spearman se observó asociación positiva, alta y con 
diferencias estadísticamente significativas entre la 
cuantificación de células viables por el método de 
Roll-Tube y el método de cuantificación de células 
viables en placa (0,826; p = 0,000, la estimación del 
coeficiente de determinación (R2) fue de 84%, estos 
hallazgos sugieren que las cuantificaciones de células 
viables con el método de Roll-Tube y placa permiten 
obtener un mayor recuento de bacterias celulolíticas 
en comparación con el método del NMP
Por otra parte, el análisis de células viables con el 
método NMP y el recuento de células viables Roll-
Tube presentaron un coeficiente de correlación ne-
gativo, moderado débil y sin diferencias estadística-
mente significativas (-0,514; p = 0,237). Al realizar 
la estimación del coeficiente de determinación (R2), 
se observó que el 13,3% del recuento de células via-
bles por el método del Roll-Tube es mayor que por 
el método del NMP, indicando una baja asociación 
entre estos dos métodos. El coeficiente de correla-
ción estimado para los datos de cuantificación de 
células viables con el método de recuento en placa 
y el NMP evidenció una asociación negativa, dé-
bil y sin diferencias estadísticamente significativas 
(-0,374; p = 0,147), con la estimación del coeficiente 
de determinación (R2) se obtuvo que el porcentaje 
de variabilidad de los datos fue de 24,3%, indicando 
que estas dos variables no están asociadas; es decir, 
la cuantificación de células viables entre estos dos 
métodos es inversamente proporcional uno de otro 
(tabla 1 y figura 1).
iDentifiCaCión De baCterias 
CelulolítiCas preDominantes
Se evaluó la diversidad de bacterias celulolíticas pre-
sentes en la muestra, por medio del análisis macros-
cópico y microscópico de diferentes colonias obte-
nidas del cultivo en medio sólido, tanto en el método 
de cuantificación de células viables Roll-Tube como 
en las cajas de Petri utilizadas para el método de re-
cuento de células viables en placa. En el caso del mé-
todo de NMP sólo se realizó el análisis microscópico 
de muestras tomadas de los tubos con el medio líqui-
do. En las figuras 2 y 3 se presentan algunas imáge-
nes representativas de la morfología de las bacterias 
halladas en este estudio. En la tabla 2 se presenta un 
consolidado del género bacteriano más probable y la 
diversidad de bacterias celulolíticas ruminales predo-
minantes en los tres métodos de cuantificación. 
tabla 1. Coeficiente de correlación de Spearman 
para la comparación de los métodos de cuantifica-
ción de bacterias celulolíticas ruminales.
Roll-tube Placa
Placa
Rho 0,826**
p 0,000
N 16
nmP
Rho -0,514 -0,374*
p 0,237 0,047
N 12 V
** p< 0,01 * p< 0,05
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Figura 1. Coeficiente de determinación (R2). 
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Figura 2. Identificación de bacterias celulolíticas predominantes obtenidas mediante el método de recuento de 
células viables en Roll-Tube, NMP y recuento de células viables en placa. a) Colonia bacteriana en forma de abanico. 
b) Colonia lenticular biconvexa vista lateral. c) Colonia lenticular convexa con halo. d) Forma elipsoidal. e) Colonia 
lenticular convexa con halo. F) Colonia plana regular. 
Aumento 100X, estereomicroscopio Olympus modelo SZ61.
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Figura 3. Morfología microscópica de las células identificadas mediante tinción de Gram de Koppelof 
modificado. A) Bacilos Grampositivos en cadena. B) Bacilos Gramnegativos. C) Cocos Grampositivos compatibles 
con Ruminococcus flavefaciens. D) Cocos Grampositivos compatibles con Ruminococcus alvus.
Aumento 1.000X, microscopio Nikon,modelo Eclipse E200.
Tabla 2. Diversidad de bacterias celulolíticas ruminales
predominantes en los tres métodos de cuantificación.
Experimento Roll tube Placa NMP
1
2
3
Cocos: Gram(+), Gram(-) Cocos: Gram (+) Cocos: Gram (+)
Bacilos: Gram(+), Gram(-) Bacilos: Gram (+) Gram (-)
Género bacteriano 
más probable
Ruminococcus spp.
Ruminococcus spp.
Fibrobacter spp.
Eubacteria spp.
Selenomonas spp.
Ruminococcus spp.
Fibrobacter spp.
Bacteroides spp.
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Al determinar la flora predominante en cada mé-
todo evaluado, se encontró predominio de cocos 
grampositivos, compatibles con bacterias del géne-
ro Ruminococcus spp. en los cultivos de NMP. En los 
cultivos obtenidos con el método Roll-Tube se ob-
servaron bacilos grampositivos y bacilos gramnega-
tivos en cadena o aislados, compatibles con bacterias 
ruminales de los géneros Fibrobacter spp. y Eubacte-
ria spp.;22, 23 adicionalmente, se identificaron cocos 
grampositivos individuales y agrupados, compatibles 
con Ruminococcus spp.10,23,24 La misma flora fue predo-
minante en el método de recuento en placa, y adicio-
nalmente se observaron cocobacilos gramnegativos, 
probablemente del género Bacteroides spp. 
dIScuSIÓn
En nuestro país existe poca información acerca de 
las comunidades microbianas presentes en el rumen 
de bovinos. En este trabajo se cuantificaron tres gé-
neros importantes de bacterias celulolíticas del ru-
men Ruminococcus spp., Fibrobacter spp. y Bacteroides 
spp., constituido este último género por bacterias 
anaerobias estrictas, consideradas tradicionalmente 
como de difícil aislamiento.15 En los estudios de mi-
crobiología anaerobia y especialmente en estudios 
de microbiología ruminal, el método de Roll-Tube 
ha sido la técnica de cultivo más utilizada por di-
ferentes autores.1,14,19 El recuento total de bacterias 
celulolíticas obtenidas en este trabajo fue en pro-
medio 4,71x108 UFC/g rumen. En trabajos realiza-
dos en Venezuela, Obispo et al (2006) reportaron 
recuentos similares de bacterias celulolíticas, mien-
tras que en los estudios de Vervaekce et al (1972) el 
recuento de bacterias celulolíticas fue inferior (108 
UFC/g rumen). Por otra parte en experimentos 
realizados en Malasya, Dehority, BA (2003), obtuvo 
un recuento intermedio de bacterias celulolíticas en 
comparación con los datos reportados en los tra-
bajos anteriores (Vervaekce et al 1972 y Dehority, 
BA, 2003). Los métodos utilizados en los trabajos 
anteriores fueron recuento en placa, el método del 
NMP y Roll-Tube, determinando densidades 2 a 3 
veces inferiores a los reportado en el presente tra-
bajo, de manera muy diversa, mientras que en el es-
tudio de Phillipson et al (1970) utilizando el método 
de Roll-Tube, se detectaron entre 103 a 108 UFC/g 
de rumen. En los estudios realizados por Dehori-
ty, BA (2003), y Obispo et al (2006) los resultados 
fueron de 104 UFC/g de rumen por la técnica de 
recuento NMP y por la técnica de recuento en placa 
se detectaron 107 UFC/g de rumen, lo que indicaba 
cambio en la cantidad de células viables de acuerdo 
al método empleado y no se pudo determinar la uti-
lidad de cada método al tiempo y bajo las mismas 
condiciones. Al evaluar los resultados obtenidos en 
este trabajo se determinó que el recuento de célu-
las viables por placa permitió la cuantificación de 
células viables existentes e identificar los tipos de 
bacterias que pudieran estar presentes en la muestra 
con resultados similares al método empleado tradi-
cionalmente Roll-Tube.
Respecto al método de NMP, es importante con-
siderar que la diversidad encontrada en los medios 
de cultivo fue baja, correspondiendo de manera pre-
dominante a un único tipo de morfología celular. 
Adicionalmente, el método de NMP presenta la des-
ventaja operativa de requerir de siembras adicionales 
en medios sólidos, si se pretende la evaluación de la 
diversidad presente en la muestra mediante la obser-
vación de la morfología de las colonias o de la obten-
ción de un cultivo puro. También es importante tener 
en cuenta que el método de NMP estima de manera 
cualitativa el crecimiento microbiano (presencia o au-
sencia de crecimiento en cada dilución), lo que podría 
hacer que los datos obtenidos no reflejen de manera 
confiable la densidad microbiana presente en el eco-
sistema ruminal.5,18
La baja correlación entre el NMP y el recuento de 
células viables por el método de Roll-Tube y placa, 
indica que el método del NMP no constituye un buen 
método para inferir el recuento de células viables del 
rumen, por el contrario la correlación alta existente 
entre los métodos de cuantificación de células viables 
Roll-Tube y placa indica que estos dos métodos pue-
den estimar la mayor población de bacterias celulolí-
ticas del rumen. No obstante, el método de cuantifi-
cación de células viables por placa presenta ventajas 
sobre los otros métodos de recuento bacteriano, en 
la medida que a partir del aislamiento bacteriano pri-
mario se puede determinar la presencias de diferentes 
colonias y, por ende, la determinación de diferentes 
especies en una muestra, lo que permitiría la adecuada 
interpretación y se eviten acomodaciones subjetivas 
en la lectura.
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cOncLuSIOneS
Es posible encontrar una variación significativa en la 
densidad y diversidad poblacional de bacterias celulolí-
ticas ruminales cultivadas en el laboratorio dependien-
do del método de cuantificación y cultivo microbiano 
que se elija. Los resultados obtenidos en este trabajo 
sugieren que el método de recuento de células viables 
en placa presenta correlación alta en los datos que se 
obtienen en comparación con el método tradicional 
de recuento de células viables en Roll-Tube, y en com-
paración con los resultados obtenidos con el método 
de NMP. Adicionalmente, esta técnica presenta mayor 
facilidad operativa en el laboratorio, aunque es impor-
tante resaltar que se requiere experiencia para el traba-
jo con microorganismos anaerobios estrictos y con la 
infraestructura para ello (cámara de anaerobiosis). El 
método de recuento de células viables en placa presenta 
ventajas con respecto a los otros dos métodos evalua-
dos en este trabajo, porque permite en corto tiempo 
y sin procedimientos de siembra adicionales, la carac-
terización morfológica de las colonias, el análisis mi-
croscópico de las células, así como el aislamiento de las 
bacterias para la obtención de cultivos puros.
La escasa literatura disponible sobre trabajos en 
el área de la microbiología ruminal en Colombia evi-
dencia la necesidad de realizar más trabajos en esta 
temática. Diversas investigaciones han sugerido el po-
tencial que presentan, desde el punto de vista ecoló-
gico, industrial y biotecnológico, los diferentes micro-
organismos que conforman el consorcio microbiano 
establecido en el ecosistema ruminal. Se estima que la 
diversidad de microorganismos presentes en el rumen 
es significativamente mayor a la descrita hasta el mo-
mento, y por lo tanto su potencial esta aún subvalo-
rado. A este respecto es necesario resaltar que el pre-
sente trabajo es un paso inicial para la implementación 
de metodologías óptimas que permitirán el estudio de 
los microorganismos ruminales, y para que finalmente 
se pueda evaluar y aprovechar adecuadamente su po-
tencial biotecnológico en nuestro medio.
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